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Abstract:1)The purpose of this study was to determine optimum 
value of aeration rate for the cultivation of Chlorella sp. 
under illumination of red light emitting diode. The aeration 
rates varied from 0 to 2.4 vvm under the illumination of 
4,400 lux of red light emitting diode. The highest specific 
growth rate of 1.51 day-1 was obtained at the aeration of 0.7 vvm 
and lower specific growth rates were obtained for other aeration 
tests. Furthermore, the highest biomass concentration (1.02 g/L) 
was also obtained at the aeration of 0.7 vvm. Therefore, 
aeration of 0.7 vvm was determined to be the optimum 
aeration rate for the cultivation of Chlorella sp. under red 
light emitting diode.
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1. 서론

인간 활동의 영향으로 지구온난화 및 화석연료 고갈이라는 
환경문제가 대두됨에 따라 이를 대체하기 위한 신재생 에너
지로서 바이오 연료가 각광받고 있다 [1,2]. 또한 산업체 배
기가스로부터 이산화탄소를 고정화하는데 적합한 미세조류 
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(microalgae)를 개발하기 위한 연구가 활발히 수행되고 있
다 [3-5]. 미세조류를 이용한 이산화탄소의 고정 및 바이오 
디젤의 생산은 기후변화와 고유가로 대변되는 환경 및 자원 
위기를 효과적으로 해결하기 위한 가장 현실적인 대안으로 
떠오르고 있다.
  미세조류는 광합성 색소를 가지고 있어 태양광을 에너지
원으로 사용하여 이산화탄소를 고정화하는 기능을 가지고 있
는 광독립영양생물이다. 최종 산물인 biomass를 동물 사료나 
바이오 연료로 재사용함으로써 이산화탄소 저감과 대체연료 
생산이라는 장점을 가지고 있다 [6-9]. 또한 미세조류는 태양
광과 이산화탄소 등을 이용하여 비교적 적은 비용으로 대량
배양이 가능하며, 극한 환경에서도 성장이 가능하고, 환경조
건에 따라 큰 증식력을 가지고 있다 [10]. 또한 미세조류는 
이산화탄소 제거뿐만 아니라 질소 또한 고정화 할 수 있다. 
Kim 등 [11]의 경우 미세조류를 이용하여 폐수내의 질소를 
제거하기 위한 폐수처리 장치의 개발에 대해 연구하였다. 미
세조류의 광생물적 반응을 위해 광생물반응기를 이용하는데, 
고농도의 미세조류 배양을 위한 효율적인 광생물 반응기의 
설계를 위해서는 빛이나 기체 (이산화탄소, 산소)전달, 배지
성분의 유지, 불필요한 이차대사물질의 축적이나 상호간섭 
등의 생물적, 공간적 제한 요소들이 중요한 조건이 된다.
  개방형 혹은 밀폐형 미세조류의 광배양 시스템에 있어 
광원 및 광세기는 미세조류의 광합성 성장에 있어 가장 중요
한 인자로 인식되고 있는데, 개방형 배양의 경우 태양광이 
가장 일반적인 광원이나 밀폐형 배양의 경우에는 형광등이 
가장 많이 사용된다 [12]. 조류 배양 공정을 효율화하기 위해
서는 생물반응기내로의 효과적 광 전달 문제가 해결되어야
하는데, 일반적으로 생물반응기에서는 배양액 표면에 조사
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된 빛에너지가 배양액 내부로 갈수록 고농도의 세포로 인하여 
급격한 광도 손실을 일으키며, 광합성에 사용되지 않은 빛에
너지가 열에너지로 전환되어 생물반응기의 온도를 상승시
키게 된다 [13]. 형광등은 높은 유지비용 및 과도한 발생열로 
인해 최근 광원으로 연구되는 발광다이오드 (LEDs), 광섬유 
(Optical fiber)에 비해 배양효율 및 경제성이 낮은 것으로 
인식되고 있다 [14]. 이중 발광다이오드 (LEDs)는 해당 미세
조류의 광합성에 필요한 파장의 빛만 선택적으로 공급하여 
전체적인 빛의 이용효율성을 높일 수 있다. Wang 등 [15]의 
경우 적색 LED (파장 660 nm)를 이용하여 Spirulina platensis
에 대해 높은 배양효율을 보여주었으며, H. pluvialis의 경우
에는 청색 LED (파장 460 nm) 사용 시 astaxanthin의 생산
효율이 증가하는 것이 확인되었다 [16].
  생물반응기에서 혼합은 필수적인데 적당한 혼합은 세포들
을 부유 상태로 유지시켜 줄 뿐만 아니라 온도 구배나 농도 
구배를 최소화 시켜준다. 또한 그림자 효과를 줄일 수 있고 
높은 광도에서 광 저해를 최소화 할 수 있어 더욱 중요하다. 
빛의 투과가 어려운 고농도 배양 시 빛에 노출되는 세포의 
분율을 높여 빛의 투과 깊이를 증가시킨다. 즉 적당한 혼합
은 총괄 광자 이용률을 증가시킬 수 있다. 혼합의 방법 중 
sparging은 공기방울의 존재가 빛이 생물 반응기 깊숙이 
전달될 수 있게 해주며 방울의 상승작용이 유체의 흐름과 
수직 방향으로의 혼합을 유도해 그림자 효과를 줄일 수 있는 
가장 좋은 방법 중의 하나이다 [17].
  따라서 본 연구에서는 공기를 이용하여 배지의 혼합을 용
이하게 함으로써 클로렐라의 성장에 필요한 빛의 이용율을 
높이고자 하였다. Chlorella sp. 배양에서 sparging (공기 방
울을 주입함으로써 혼합을 유도하는 것)의 효과와 다양한 
공기 공급 속도가 Chlorella sp. 성장에 어떠한 영향을 미치는 
지 알아보았으며, 너무 강한 혼합은 세포를 해치므로 실험에 
의하여 적정한 혼합을 위한 공기 공급 속도를 알아보았다. 
또한 Chlorella sp. 성장에 따른 질소, 인 등의 영양염류 제거
율과 영양염류가 조류의 성장에 미치는 영향을 조사하였다.

    
2. 재료 및 방법

2.1. 사용 균주 및 배지
본 연구에 사용된 미세조류는 Chlorella sp. FC-21로 한국
해양 미세조류은행 (KMMCC, Korea)로부터 분양받았다. 
사용된 배지는 Table 1에 나타낸 바와 같은 성분의 JM배지 
(Jaworski’s Medium)를 조제하여 121℃에서 15분간 멸균하
여 사용하였다.

2.2.실험 장치
Chlorella sp. FC-21의 성장실험은 공기 공급 속도에 따른 성장 
속도를 비교하기 위해서 에어 펌프를 이용하여 공기의 공급 
속도를 0.0 vvm～2.4 vvm의 범위로 달리하였다. 광원으로는 
660 nm 파장으로 발광하는 적색 LED를 사용하였는데 이는 
Lee 등 [18]의 연구에서 클로렐라의 배양효과가 적색 LED를 
사용하였을 때 가장 우수하다고 보고하였기 때문이다. 반응

기는 가로 60 cm, 세로 60 cm, 높이 30 cm의 크기로 반응시
스템을 제작하였으며, LED 램프는 S-tech LED사로부터 
bar 형식의 LED램프를 구입하여 실험하였다. 광원은 반응기
의 상부에 설치하여 위에서 아래로 광을 공급하였다. 광량 및 
조도는 116 μmol/m2/s, 4,400 Lux로 하였으며, 조도계 (I-346 
Illuminometer, Sekonic Co., Philippines)와 광량계 (MQ-306, 
Apogee Instruments Inc., Logan, UT)를 사용하여 측정하였다.

Table 1. The composition Jaworski’s medium (Unit: mg/L deionized 
water)

Components Contents
Ca (NO3)2 · 4H2O

KH2PO4

MgSO4 · 7H2O
NaHCO3

Na2HPO4 · 12H2O
NaNO3

EDTA FeNa
EDTANa2

H3BO3

MnCl2 ·4H2O
(NH4)6Mo7O24 · 4H2O

Cyanobalamin
Thiamine HCl

Biotin

20
12.4
50
15.9
36
80
  2.25
  2.25
  2.48
  1.39
  1.00
  0.04
  0.04
  0.04

 

Fig. 1. Photograph (a) and schematic diagram (b) of photo-reactor 
illuminated by LEDs.

2.3. 미세조류 배양 방법 및 농도 측정
Chlorella sp. FC-21의 성장특성 연구에서 전배양은 50 mL
의 JM배지가 함유된 100 mL 삼각 플라스크에 21～23℃, 
3000 Lux, 공기 주입은 하지 않은 조건에서 수행되었으며, 
계대배양은 일주일 간격으로 수행하였다. 본배양은 500 mL 
코니칼 비이커를 사용하여 전배양된 현탁액을 계획한 초기
농도 (2.0 × 105 cells/mL)로 맞춘 후 파라필름을 이용해 비커
의 입구를 막은 후 미세 구멍을 뚫어 주었다. 공기 공급 속도
에 따른 성장 속도를 비교하기 위하여 반응기의 바닥 부분에 
산기석 (porous stone)을 고정시켜 에어펌프를 조정하여 공급 
속도를 조절하였다. 외부로부터 오염을 최소화하기 위하여 
에어펌프와 산기석을 연결시켜주는 실리콘 튜브에 필터를 
장착하였으며, 배양 중 발생할 수 있는 미생물의 오염여부
는 현미경으로 조사하였다. 온도조절은 실험실에 설치된 온
도 조절장치를 이용하여 반응기의 온도를 21～23℃로 일정
하게 유지하였다. 배양액의 온도는 수은온도계를 이용하여 
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Test Set LEDs Air flow rate
(vvm)

Light Intensity Specific growth 
rate (day-1)

Initial cell concentration 
(cells/mL)

Maximum cell 
concentration (cells/mL)Lux μmol/m2/s

1
2
3
4
5

RED
RED
RED
RED
RED

0 (no aeration)
0.2 
0.7 
1.2 
2.4 

4400
4400
4400
4400
4400

116
116
116
116
116

0.61
0.78
1.51
1.11
1.37

2.0 × 105

2.0 × 105

2.0 × 105

2.0 × 105

2.0 × 105

4.3 × 106

2.3 × 107

5.1 × 107

4.8 × 107

4.7 × 107

Table 2. The biomass production and the specific growth rate of Chlorella sp. FC-21 under different air flow rates

측정하였다. 
  세포의 성장은 hemocytometer를 이용하여 도립현미
경 (AE2000, Motic, China)을 통해 직접 계수하였다. Cell 
counting은 일정량의 세포 부유액을 눈금 안에 보이는 cell 
수를 현미경으로 측정하여 단위 부피당 세포 수 (cells/mL)
를 계산하는 방법이다. 일정 시간 간격으로 배양액 10 μL를 
취해서 3회 반복한 평균값으로 세포 수를 구하였다. 균체 
건조량과 세포농도와의 상관관계를 조사하기 위해 균체 건조
량 (g/L)은 50 mL의 배양액을 0.45 μm의 membrane filter로 
여과한 후 80℃에서 24시간 건조한 후 무게차를 측정하였다. 
그 결과, 균체 건조량 = 0.00000002 × 세포농도 (상관관계 = 
0.99)의 관계를 얻었다.

2.4. 질소 및 인 농도 측정
배지 내 Chlorella sp. FC-21의 성장에 필요한 성분인 질소와 
인의 농도 변화를 분석하기 위해 COLORIMETER (DT/870, 
Hach, USA)를 사용하여 분석하였다. 질소 측정에서는 배지
의 질소원으로 nitrate가 사용되었으므로 NO3-N (method 
10020：Hach DR/870 handbook의 procedure identification 
number)를 측정하였고, 인의 경우 phosphate가 사용되었
으므로 PO4

3- (method 8114：Hach DR/870 handbook의 
procedure identification number)을 측정하였다. NO3-N와 
PO4

3-의 측정 시 각각의 측정 농도는 0～30.0 mg/L와 0～
45.0 mg/L였고, 오차 범위는 ± 0.5 mg/L와 ± 0.1 mg/L였다. 

2.5. 최대 비증식 속도 계산
주어진 공기 공급 조건에서의 Chlorella sp. FC-21의 최대 비
증식속도 (specific growth rate)는 다음의 식으로 계산하였다. 

μmax = (Ln x/x0) · t-1             (1)

  여기서, Ln은 loge (natural logarithm), μmax는 최대 비증
식속도 (day-1), x0 및 x는 초기 (t = 0) 및 일정 배양 시간 후
의 Chlorella sp. FC-21의 최대 농도 (cells/mL), 그리고 t는 
배양 시간 (day)을 나타낸다.

3. 결과 및 고찰

조도 4,400 lux에서 공기 공급 속도를 0～2.4 vvm의 범위로 
달리하여 실험하였으며, Chlorella sp.의 증식 곡선은 Fig. 2
에 나타나있다.

Fig. 2. Growth curves of Chlorella sp. FC-21 in a photo-reactor 
with different air flow rates.

  최대 비성장속도 (day-1)는 공기 공급 속도가 0.7 vvm일 
때 1.51 day-1로 가장 컸으며, 공기를 주입하지 않았을 때 
0.61 day-1, 0.2 vvm일 때 0.78 day-1, 1.2 vvm일 때 1.11 day-1, 

2.4 vvm일 때 1.37 day-1이었다 (Table 2). 
  최대 균체 농도 (g/L) 또한 Fig. 3에서와 같이 0.7 vvm
일 때 1.02 g/L로 가장 높았으며, 1.2 vvm일 때 0.96 g/L, 
2.4 vvm일 때 0.95 g/L, 0.2 vvm일 때 0.45 g/L, 공기를 주입
하지 않았을 경우 0.09 g/L였다. 공기 공급 범위 중 다른 공
기 공급 속도보다 비교적 낮은 0.2 vvm일 경우 혼합에 의한 
효과가 비교적 적어 0.7 vvm에서의 최대 균체 농도보다 2배 
이상 낮은 것을 알 수 있었으며, 공기의 공급을 전혀 해주지 
않은 경우 10배 이상 낮은 것을 알 수 있었다. 이는 그림자 
효과 (mutual shading)에 의해 빛이 효과적으로 전달되지 않
았기 때문으로 판단된다.

Fig. 3. Maximum biomass obtained from the tests under different 
air flow rates.
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(a)        (b) 

Fig. 4. Changes of Nitrate (a) and phosphate (b) concentrations of the tests under different air flow rates. 

  공기 공급 속도가 2.4 vvm과 1.2 vvm일 경우 배양 3일 후
에 Chlorella sp.의 성장이 급격하게 증가하였다. 그러나 
Fig. 4와 같이 JM배지의 초기 영양염류 측정 농도는 nitrate-N
의 경우 17.9 mg/L, phosphate의 경우 19.2 mg/L이며 Chlorella 
sp.가 급격하게 증가한 3일 후부터 급격하게 소비되어 4～5
일 이내에 nitrate-N가 모두 소비되었다. 이와 같이 세포 농
도의 급격한 증가에 따른 영양염류의 소비 및 결핍 [19]과 
고농도의 세포 [20]로 인한 광도 손실에 의하여 공기 공급 
속도가 2.4 vvm일 경우 배양 5일, 1.2 vvm일 경우 8일 후 균
체 농도가 급격히 감소하였다. 또한 Fig. 2에서 볼 수 있듯이 
공기 공급 속도가 빠를수록 최대 농도 도달 후 균체 농도의 
감소 속도가 빠르다는 것을 알 수 있었다.
  이상의 결과들로부터, 혼합 (mixing)은 광생물반응기에서 
매우 중요한 인자이며, 광합성의 유일한 탄소원인 공기 중에 
포함된 이산화탄소의 공급, 그리고 공기방울의 상승작용이 
유체의 흐름과 수직 방향으로의 혼합을 유도해 세포가 고농
도로 성장함에 따라 세포 상호간에 빛을 가리게 되는 그림자 
효과 (mutual shading)를 줄임으로써 균체 농도를 상승시키
는데 긍정적인 효과를 나타냄을 알 수 있었다 [17,21]. 그러
나, 심한 혼합을 할 경우 Chlorella sp.를 손상 시킬 수 있는
데, 본 실험에서 공급 속도에 따른 비성장속도 및 최대 세포 
농도를 비교하여 볼 때 (Table 2), 운전용량이 500 mL 이상
일 경우 공기 공급 속도가 2.4 vvm 이하에서는 반응기와 공기 
방울 사이의 마찰로 인한 Chlorella sp.의 물리적 손상을 입히
지 않는다는 것을 알 수 있었다. 이는 Lim 등 [22]의 연구 
결과와도 잘 일치한다.
  또한, 공급속도 0.7 vvm과 1.2 vvm, 2.4 vvm에서의 비성장 
속도 및 최대 균체농도를 비교해 보았을 때, 큰 차이는 보이
지 않았지만, 경제적 측면에서 공기 공급 속도에 따른 에너
지 투입에 소모되는 비용을 고려해 볼 때에도 Chlorella sp. 
FC-21의 배양에 있어서 0.7 vvm의 공급 속도가 가장 경제적
이고 효율적인 공기 공급 속도인 것을 알 수 있었다.

4. 결론

본 연구에서는 Chlorella sp. FC-21의 고농도 배양을 위하여 

sparging에 따른 혼합효과와 효율적인 공기 공급 속도를 선정
하고자 하였다. 공기를 주입하지 않은 경우와 다양한 공기 
공급 속도 (0.2 vvm, 0.7 vvm, 1.2 vvm, 2.4 vvm)의 조건에
서 비성장속도는 0.7 vvm의 공급 속도 (1.51 day-1)에서 가장 
높았다. 0.7 vvm에서의 비성장속도는 공기를 주입하지 않은 
경우 (0.61 day-1)와 공기 공급 속도가 0.2 vvm (0.78 day-1)
인 경우보다 2배 이상 높은 것을 관찰할 수 있었다. 균체농
도 또한 0.7 vvm (1.02 g/L)에서 가장 높았으며, 공기를 주입
하지 않은 경우 (0.09 g/L)보다 10이상 높은 농도를 얻었다. 
이는 sparging에 따른 혼합 효과가 총괄 광자 이용률을 높여
주고, 공기 방울의 상승작용에 의하여 그림자 효과를 줄여
줌으로써 배양 효율이 증가하는 것을 알 수 있었다. 따라서 
미세조류 배양에 있어 공기공급은 중요한 제한 인자인 것으로 
판단된다. 또한, biomass는 0.7 vvm, 1.2 vvm, 2.4 vvm의 공급 
속도에서 비슷하였지만 공기 공급 속도에 따른 에너지 투입
에 소모되는 비용을 고려해 볼 때에도 0.7 vvm의 공기 공급 
속도가 경제적이며 효율적인 공급 속도인 것으로 판단된다.
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